







学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位 授与年 月 日
学位授与 の要 件
研 究 科 専 攻
学 位 論 文 題 目
なか ぞえ じゆ ん いち
中 添 純 一
農 学 博 士
農 博 第223号
昭 和53年 ・3月24日
学 位 規 則 第5条 第1項 該 当
東 北 大 学 大 学 院 農 学 研 究 科
(博 士 課 程)水 産 学 専 攻
単 細胞 緑 藻 ∬α翻磁oo㏄ 傭
♂αo〃86弼3のastaxanthinに 関
す る研 究
論:文審 査 委 員(主 査)
教 授 秦 満 夫 教 授 佐 藤 隆 平







本 論文 は,緑 藻 に おけ る含 有carotenoidsの 分 析 を行 ない,astaxanthin
の生 合 成 縫 路 を 明 らか に し.生 合 成 され たastaxanthinの,水 産 動物 の 体 色
改 善 へ の 利 用 お よび 標 識astaxanthinと して 利 用 す る為 の 脂 肪 酸部 分 の除 去
方法 に つ いて 研 究 を行 な った もの で あ る∩
Keto-carotenoidの1つ で あ るastaxantbln(図1)は,多 』く の 水 産
生 物 の 体 色 ・ 肉 色 に 帰 与 す る の で 水 産 利 用 上 重 要 で あ る 。
Astaxanthinは,一 時 動 物 に 特 有 のcarotenoidと 思 わ れ た が,Tischer
ω
(1937)は,単 細 胞 緑 藻HaematococcuspIuvlalisに お い て,最 初 に
植 物 のastaxanth孟nの 存 在 を 報 告 し た ρ 以 後,か な りの 種 類 の 緑 藻 に お い て
そ の 存 在 が 報 告 さ れ て い る が,主 と し て 単 細 胞 縁 藻 で あ る 。 又,緑 藻 以 外 の 植
物 で は,僅 か にAdomisannuaの 花 弁,酵 母 の 一 種Paffiaに お い て 報 告 さ
れ て い る だ け で あ る6Astaxanthin・ を 生 合 成 す る 緑 藻 に お い て も,盛 ん に 増
殖 し て い る 状 態 で は.β 一carotene,hltein,ep・xycar・ten・idsが 主
で あ る が,一 種 のcystを 形 成 す る 際 にastaxanth玉nを 蓄 積 す る ∩
勤 物 と の 最 大(ρ 違 い は.,ζ れ ら の 緑 藻 が,astaxanthinを 坐 ・里gに 合
成 す る と い う 点 に あ る が,水 酸 基 ・keto基 を 持 つ,そ の 生 合 成 縫 路 と し て,
隻2}
β一carotene,echinenoneを 経 る こ と が 示 唆 さ れ た も の の 確 認 さ れ て い な
か っ た6.
動 物 で は,astaxanthinの 生 合 成 縫 路 と し て,金 魚 型 お よ び 甲 殼 類 型 に 大
別 で き る ∩ 金 魚 はzeaxanthinを,甲 殼 類 は β一caroteneを 出 発 物 質 と し,
astaxanthinを 生 合 成 す る 。
緑 藻 に お け るastaxanthinの 生 合 成 が,ど の 騒 路 を 取 る か,勤 物 に お け る
騒 路 と の 比 較 と い う 点 で 意 味 が あ る 。
又,初 め に 記 し た よ う に,astaxanthlnは 水 産 利 用 上 重 要 な も α)で あ る 。
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特に水産増養殖が盛ん にな るにつれ,そ の対 象動物 の体 色の劣化が見 られ,改
/
善 の 努 力 が 払 わ れ たG
こ れ ら の う ち,ナ ケ ・マ ス お よ び マ ダ イ は,as†axanthinの 前 駆 物 質 を 持
た な い 。Astaxanthinを 舎 む 生 物 を 飼 料 と.し て 供 給 す る の は 困 難 で あ る の ぞ
サ ケ ・マ ス で は,次 善 と し てcanthaxanthinを 飼 料 に 添 加 し て い る 。 マ ダ イ
で は,canthaxanthinそ の 他 の 赤 色 を 呈 す るcarotenoidsを 蓄 積 せ ず,
(:;1
astaxanthin.そ れ 自 体 を 投 与 す る 必 要 が あ る 。 こ のastaxanthin源 と し て,
astaxanthinを 生 合 成 す る 緑 藻 の 利 用 が 考 え ら れ る 。
Carotehoids`の 吸 収 ・蓄 積 ・代 謝 に 関 す る 研 究 は 多 く な い が,astaxaロ ー
thinに つ い て は 特 に 少 な い,・ こ れ は,標 識astaxallthinσ)入 手 が 困 難iな 事
が 汰 きな舳 である。この羅1、 は緑藻,酬 携 えられるカ、,緑藻に砧
す るastaxanthinは,脂 肪 酸 と のesterを 形 威 し て い る 。1漂 識 は 脂 肪 酸 部 分
もされるので,鎌 を糊 して議 するには,脂 撫 部分の除去が膿 である.
以 下,こ の 頂 で 要 約 ず る 。
尚,astaxanthinを 生 合 成 す る 緑 藻 と し て は,艶 細 胞 緑 藻 ・Haematoco-
ccuslacustrisζGirod)Lostaf「C-394)を 使 用 し たe'(以 下 で は,
・単 に 本 種 .と称 す る 。)
本...論
」.単 細 胞 緑 藻 ・H耳e鵬atoσoccuslaCUShisiこ お け る
astaxanthi拡 の 生 合 成
本 種 、に は,car碗enoidsと.し て,α 』car・tene,.β 一carotene,
β 一zeaρargt・n…IUtei・ ゼZea・ ・駐thi…nth・ ・aka・thi・ 様 ・
violaxanthin様,neoxanthinお よ びketo-carotenoidsと し て,
.echinenone,adonirubiPcster.,白staxanthinmonoester,ast-
axanthlnd.ie.ster・ が 存 在 す るn
栄 養 塩 に 富 む 培 地 で は,・ 初 期 に は β一car・tene,11・tein.お よ び,ne・xaれ 一
thin.等 のepoxycaroteno孟dsが 主 で あ る 。 こ の 培 地 で も,30日 闇 培 養
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を 行 な う と,keto-carotenoidsの 増 加 が み ら れ,特 にastaxanthinの 両
esterの 和 は30%に 達 す る(表1)。 こ の 聞 に.全 色 素 量 も、3倍 近 く増 加 す
る 。 貧 栄 養 で 培 養 し た 場 合 に は 更 に 短 い10日 闘 でastαxanthinは60%以
上 に な り,全 色 素 量 も3倍 以 上 に 増 加 す る 。
細 胞 内 で のastaxanthinの 存 在 形 態 を み る 為 に 細 胞 成 分 の 分 画 を 行 な っ た 。
培 養 期 間 の 異 な る 試 料A・ ～Dか ら,油 球 画 分 を 得 てcarotenoidsの 分 析 を し
た が,表2の 試 料Bは,astaxanthinの 生 合 成 を 促 す'為 に 貧 栄 養 培 地 に 移 植
直 後 の も の,Dは 工9日 後 の も の で 大 き な 赤 い 油 球 が み ら れ た 。 油 球 画 分 は 後
者 が 多 い が,共 にastaxanthinが 主 で あ り.細 胞 全 体 と 油 球 画 分 を 比 べ る と,
油 球 画 分 のcarotenoids組 成 変 化 は 小 さ い 。
Astaxanthinは 油 球 中 に 選 択 的 に 取 込 ま れ,β 一carσtene,1ute量nお よ
び,℃ 加xycarotenoldsは,℃hlδroplast内 に 止 ま る こ＼と が 明 ら か に な
っ た6『 又,油 球 の 発 達 し た 試 料 のchloroblast画 分 の 分 析 の 結 果,chlofo-
pIastに 存 在 す るcarotenoidsは 全 体 か ら 比 べ る と 僅 か で あ る が,こ の う
ち3・0%程 がa:もt・ax君nthinで あ っ たn
本 種 の 全 脂 質 の 脂 肪 酸 はCl6:0,C18=1,Gl8壌
、,C18=3が 主 で あ る6
Astaxanthinesterの 構 成 脂 肪 酸 も 同 様 で あ る が ・よ り 不
、飽 和 度 が 高 い 。
諜甑∵蹴 讐黙叢震犠亨二轟 瓢 晶
＼培 養
し た 。 こ の 闇,予 定 に 従 い 試 料 を 採 取 し,carot・enoids組 成,各ca而7
tenoidの 放 射 能 を 求 め た 。3～4日 目 よ りa'staxantbinの 増 卯 が 見 ら れ,
10・ 日 目 に は65%以 上 と な る と 共 に,astaxanthh1量 は20倍 以 上 に 増 刀ロ
す る δ
.Adonirubinも,astaxanthin同 様 の 傾 向 を 示 す が,astaxanthinと 比
べ る と 増 加 は 少 な い 。 そ の 他 のcarotenoidsで は ・培 養 期 間 が 長 くな る に つ
れ.・ 組 成 比 が 減 少 す る が .,色 素 量 と し て の 変 化 は 小 さ い ・
・比 放 射 能(表3)を 見 た 場 合,β 一car・teneお よ び 一 群 のket・ 一
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c3rotenold$は,一 時 増 加 し た 後1減 少 を 示 す が,luteinは,一 峙 増 加 し
た 後 ・ほ ぼ 一 定 と な る 。 全 韓 射 能(図2)は ・astaxanthin,adonir疋1-
binで は 増 加 が 著 し く,旦utelnで は 変 化 が 少 な く,β 一c3rρtene, .echin-
enoneで は 極 少 す る ∩
以 上g)緕 果,βrcar・teneとech孟n£honp .は 活 発 に 生 合 成 と 他 のcar・ 一
tr・叫 への態 蔀 膨 ていζこと赫 し測 こ・鞭 蜆 られるca期・「
t.en・idsの 構 造 の 堵 較 よ り,・本 種 で は β一c .ar・tene→eρhinen。ne→.
ρdσnirゆi皿 → ◎畦axa郎hinと い う 生 合 成 系.の 存 在 す る こ と が 明 ら か と な・
・ た ・A…¥・n・ ・hl・・は 、・ そ れ ま.で荏 在.し て い た.。・… 画・・i冠 ・.を斜 ζ す る
よ り も ゆ ρnovo.に 隼 合 成 ～苓れ ・又.・.1μteinは 繭 駆 物 質 と 成 ら な い ∩.、
.こ の 系4)存 在 を.確 認 す る 目 的 で[,.6.翫6tenoi,ds・ の 生1合 成 阻 害 剤 で あ る,
・1・・‡i・・お よび ・・ipe・g・ダ1・..』b・・瞬 ・・¢ β)を 馳 中 に添 刀口い 本 働.
培 養 を 行 な.っ.た 。 両 阻 害 剤 の 捺 加 に よ り,astaxallt》h.inの 蓄 積 力1阻 書 さ れ た ・
高 濃 度 のpicotineで は ・lycope血eの ・低i濃 産 で.はlycbpgne・rrCarotene・ ・
ξrc町otene,βchinenoneの 蓄 積 が 見 ら れ た 。.又,.P,B.で は ゴ加 え な
い も の と 比 べ て α一car・teneお よ び β一car・teneの 増 加 が 見 ら れ た 。 こ れ
は,asIaxanthinの 生 合 塵 過 程 .(図3',)の う ち,nicot.ineが ① を.,・:P
Bが(2)を 阻 害 し た 結 果 と 解 釈 さ れ る 。
更 に,本 種 の.h・mρgenate.と 共 に'℃ 「β一℃ar碑e.neお よ び,14G-ad・ 前rμbin
esterを 反 応 さ せ た 結 果:(表4).,何 れ もast.axanthin.1こ 取 射 能 が 認 め ら
れ.,.こ れ ら が.ast取anthi.nの 前 駆 物 ■質 で あ る こ と が 確 認 で.き た 。.又!Crβ 一
caroteneを 基 質 と し た場 合に は,echinenoneお よ・び.adoni .rψ1η に も.
放射 能 が認 め られ た。.
以 上 の結 果 を総 含す る と本 種 には 図3に 示 した生 合 成 系 が 存在 す るe
1【 種 タ のas.taxanthin .源 と し て の 利 用
1.水 産 動 物 の 体 色 改 善 の 為 のastaxanthin.源 と し て
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本 種 は,細 胞 壁 が 堅 固で あ り,そ め まま で は利 用 が 困難 で あ る。 金 魚を 用 い
て,細 胞 の 処 理 方 法 を検 討 した 結:果(表5),FrenchPressを 用い て
細 胞 を 破壊 した 場 合 で は,astaxanthinそ の 他 の 蓄積 が 認 め られ た が,無 処
理 の もの,酸 や ア ル カ リで 処 埋 した場 合 で は,体 色 へ の影 響 は小 さか った。
マ ダ ィに 対 し て は,本 樫 をFrenchPressお よ び セル ラー ゼで処 埋 し投 与
した 場 合 と ・astaxanthin(抽 出物)・ 並r些 」璽 ・ 昼cenedes坐 を投
与 した場 合 の比較 を 行 な った。 その 結 果(表6).マ ダ イの体 色 に帰 与 す
るastaxanthinの 蓄積 が 認 め られ たの は 、前3者 の み で あ り,Spirulina,
Scenedesmusの よ うにastaxanthl・nを 含 まな い 藻類 を添 加 し た場 合 に は,
他 のxanthophylisの 蓄 積 が 認 め られ ただ けで あ おた。 各 群 の 飼 料 中 に含 ま
れ るastaxanthin量 は異 な るが,astaxanthinの 蓄 積率 は,astaxanthin
を 投 与 し た場 合 で 約1%,本 種 を 添 加 した 両群 で は共 に約0.5%で あ った。 従
って,本 種 を:FrenchPress又 は セル ラー ゼで処 理す る こと に よ り.水 産 動
物 の 体 色改 善 に利 用 す る こ とが 可能 で あ る。
2.標 識astaxanthinの 生 合 成 の利 用一 特 にester型 か ら遊 離 型へ の調
製 一
本 種 を利 用 して標 識astaxanthinを 調 製す る こ とは,先 に示 した よ うに'可
能 で あ る が,ester型 と して存 在す る 為,1司 時 に標 識 され た脂肪 酸 を 除 く必
要 が あ る。 ア ル カ リけん 化 で は,astaxantlhinがastaceneと な る.為,こ
の変 化 を 生 じな い,生 体 又 は抽 出 した 消化 酵 索 の利 用 が必要 で あ る。
生 体 と して は,遊 離 型astaxanthinを 体 衷 に 蓄 積す るア メ リカ ザ リガ ニを
用 い,astaxanthindiesterお よびmonoesterを 飼科 に添 刀IIして 投.与 し
た(外 骨 恪 に は,投 与 量 の 約7%が 蓄積 され,そ の40%が 遊 離型 で あ った。
即 ち,脂 肪 酸 を除 い た遊 離型 と し ての 回収 率は2～3%と な った。
消化 酵 素源 と して は,ニ ジマ ス ・金 魚 ・マ ゴイを使 端 した 。 ど の場 合 で も,
astaxanthinの 構造 の 変 化 を生 ぜず に,遊 離 型へ の 調製 が 可能 で あ った。 加
水 分 解反 応 の 至 適PHは8～]2と 広 い範 囲 に存 在 した6魚 種 又 は 酵 素 源 とし
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た 内臓 等 に よ る活性 の 差 は 表7に 示 したQマ ゴ 千の 消化 菅 囚容 物 の活 性 が
最 も高 か った が,金 魚 で も,事 前 に投 碍 を 行 な う こ とに よ り,+分 な活 性 を持
った酵 累 が得 られ る,、遊 離 型astaxanthinの 回収 率 は,]回 の反 応 で,金 魚
で は20%近 く,マ ゴイ消化 管 内響 物 で25%以 上 が 期 待 され る。 この 値:は未
反 応 の 基 質 を 園収 す るこ とに よ り,更 に上 げ る こ とがで き るn
従 って,生 体 又 は抽 出消化 酵 素を 応 用 す る こ とに よ り,本 種 を 標 識astaxar
thinの 調製 に用 い る こ とが 可 能で あ るQ
結 論
本 種,即 ち,虫 細 胞 緑 藻 。Haematococcuslacustris(C-394)に は
astaxanthh1の 生 合 成 系 と し て 園3に 示 し た 系 が 存 在 す る6本 種 はastaxan-
thinを 璽!・()vo合 成 す る と い う 点 で,勤 物 と 犬 き く 異 な る が,β 一car◎tene
'以1痒 の 縛 路 の み を 比 較 す る と
,β 一・car・teneのket・ 化 を 行 な ・、甲 誠 類 型 の
系 を 持 ち,zeaxanthinのketo化 を 行 な う 金 魚 型 と は 異 な る ∩ 又,luteln
はast欲anthinの 前 駆 物 質 と は 阪 り得 な い^
生 合 成 さ れ たastaxallthlnは,油 球 中 に 選 択 的 に 取 込 ま れ る 。
こ の よ う に し て 本 種 に 審 墳 さ れ たastaxant垣11は,マ ダ イ の よ う に,
astax'ulthlnが 体 色 に 影 響 を 持…ち,遍,astaxanth三nの 生 合 成 能 力 を 持 た
な い 水 歴 勅 物 の 体 色 改 善 に 利 用 で き るn
本;陳 を 利 用 し た 標 嶽astaxanthinの 調 製 も 可 能 で あ る6実 際 の 使 用 に 際 し
て は,同 時 に 漂 識 さ れ る 脂 肋 酸 部 分 を 除 く こ と が 必 要 で あ る が,ア ル カ リ け ん
化 はastaxanthln→astaceneと い う反 応 を 併 う 為 利 用 で き な い 。 こ の 問
題 は ザ リ ガ ニ 等 の 遊 離 型astaxanthinを 蓄 積 す る 生 物,又 は,魚 類 の 消 化 酵
素 の 使 用 に ょ り 解 決 で き る 。
以 上 の よ う に,本 種 はas†axanthlnの 全 生 合 戒 系 を 持 つ 点 で 比 較 生 化 学 的
に 重 要 で あ ろ ぼ か り で な く,:漣 々 のastaxanthin源 と し て 利 用 で き る と い う
一634一
点で も有用.な隼物.といえ.る。.


























.一 　 脇二　呼 州一 弓β
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審 査 結 果 の 要 旨
ケ トカロチ ノイ ドの一つ であ る アス タキサ ンチ ンは,動 物界 に広 く分 布 し,水 産 動物 では 魚 類,甲
殻 類 な どで,そ れぞ れ 特 有の 色彩 の主 因 の色 素 で あ り,市 場価値 を 左右 す る要 素 の一 つ とな って い る
が,動 物はそ の全 合成 を 行 な う能 力 を持 た ない。 一 方 植物 界 には アス タ キサ ン チ ンを持 つ もの は 非 常
に少 な いが,単 細胞 緑 藻 の 中 には,特 殊 な 条件 下 で これ を異 常 に多 量 に蓄 積す る もの があ る こ とが知
られ て お り,生 物 界で アス タキ ソサ ン チ ンを全 生合 成 す る特 異 な例 をな して い る。 本 論 文 は,緑 藻ヘ
マ ト コツカス ・ラ カス トリスを 選 び,そ の アス タキサ ソチ ン の生合成 機 作を究 明 し,さ らに これ を 水
産養 殖 飼料 に添加 す るアス タ キ サ ンチ ン源 と して,ま た,ア メ タキサ ンチン 代謝研 究の た め の標 識 ア
ス タキ サ ンチソ生 合成 の 生 物 と して 利用 の 可 能匪 を 明 らか に した もの で あ る。
まず,ヘ マ トコ ッカ スを 純培 養 しその 培 養;期間 の経 過 に伴 な う力 ロチ ノイ ドの量 的質 的変 化 を しら
べ初 期 には一一般の 緑藻 と同 様
,β 一 カ ロチ ン,ル テ イ ン,エ ポ キ シカ ロチ ノイ ドを 主 とす るが,後 期
に な る と総 量 が増 加す る と と もにケ トカ ロチ ノイ ド特 に ア ス タキサ ンチ ンが 急増 し,貧 栄 養で 培 養 し
た と きに これ が著 し いこ とを認 めた。
つ い で培 地 中 に14G一 酷 酸 ソー ダ を添 加 し取 り込 ませ た後 に貧栄 養 培 地に 移 し ,培 養 期 闘 の 経 過
に伴 な う各 カ ロチ ノイ ドの放 射 能 の変化 を追 跡 し,β 一 カ ロチ ン→ エ キ ネ ノ ソ → ア ドニル ビン →
アス タ キサ ンチ ンの系 路 が 存在 す る こと,ル テ イソ は アス タ キサ ン チ ンに転換 され な い こ とを推定 し
た 。 さ らに カ ロテ ノイ ド合 成 等に おけ る環状 構造形 成 阻 害剤 で ある ニ コチ ンお よび ケ ト化阻 害 剤 で あ
.るピペ
ロニル ブ トキ サ イ ドを加 えて の培 養 実験 お よび140一 β カ ロチ ソお よび14C一 ア ドニル ビソ
を 基質 とす るホ モ ジネ ー トに よる アス タキ サ ン生成 確 認実 験 に よ り前述 の 系 の存 在 を碓 認 した。
水産養 殖 対 象動 物 中サ ケ ・マ ス類,マ ダイ な どは 他 の カ ロチ ノイ ドを アス タキサ ン チ ソに転 換す る
能 力を 持た ず,体 色改 善 の た めの 餌料 に カ ロヂ ノイ ドを 添 加す るにあ た って は,こ れが アス タキサ ン
チンで なけれ ば な らな い。 本 研 究で は 大量 に アス タ キサ ソチ ソ を蓄 積せ しめ た 試料 を,そ の堅 固 な膜
を破壊 す るた め,フ レ ソチ プ レス処理 また は酵 素 処理 した のち にマ ダイ に投与 し肉 眼的 に赤 色が 増 強
す る こ とお よび表 皮の アスタキサンチ ン量 が顕 著 に 増加 す る こ とを確 認 した 。本 種 を アス タキサ ン チン
標品 の生 合 成 に利 用す る こ とが 可 能 で あ るが生球 す る アス タ キサ ンチ ンは エス テル 型で あ り,通 常 の
化学 的 な加 水分 解 では アス タ シンを生 成 す る。 本研 究で は ザ リガ ニに よるin-vivo,魚 類消 化酵 素
試料 に よるin-vivOの 方 法 で アス タキ サ ソチ ンをそ の エス テルか ら得 る こ とが 可 能で あ る ことを認
めたo
以上 の如 く本 論文 は,ア ス タキサ ン チ ンを全 生合成 す る点 で生 物 中特 異 な例 であ り しか も大量 に こ
れを蓄 積 す る単 細胞 緑 藻 ヘ マ トコツ カ ス ・ラカス トリスを 用 い て,そ の生 骨成 経 路 を 究 明す る と とも
に,そ の利 用へ の 可能 性 を 明 らか に した もの で,審 査 員一一同,博 士 の学 位 を与 え る に充分 な価値 を有
す る もの と判定 した。
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